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Divergencia histórica en anaDenanthera colubrina var. cebil 
(leguminosae) analizanDo una región intrónica Del aDn 
cloroplástico
VERÓNICA CALONGA SOLÍS1,2,3, MARÍA EUGENIA BARRANDEGUY1,2,4 y                  
MARÍA VICTORIA GARCÍA1,2,4*
Summary: Historical divergence in Anadenanthera colubrina var. cebil (Leguminosae) analyzing 
an intronic region of chloroplast DNA. Anadenanthera colubrina var. cebil is a native woody tree 
from South America which presents a discontinuous distribution which is similar to that observed for 
Seasonally Dry Tropical Forests (SDTFs). To evaluate the probable effects of climate changes during 
Pleistocene in A. colubrina var cebil distribution, the chloroplast trnL intron sequence of 48 individuals 
from Paranaense and Yungas phytogeographic provinces were analyzed. A SNP in the position 501 
defined two haplotypes. These haplotypes were fixed according to phytogeographic provinces of 
individual’s origin. The sequences from the trnL intron of these haplotypes were compared with 
sequences from the same region available in GenBank public database. Three more haplotypes were 
defined based on the alignment analyses of these sequences. A network was constructed to determine 
the phylogenetic relationships between haplotypes. The estimation of the genetic distance between 
haplotypes reached values among 0 and 0.017, while the divergence time between haplotypes was 
estimated among 0 and 5,600,000 years.
Key words: Anadenanthera colubrina var. cebil, historical climate changes, chloroplast DNA.
Resumen: Anadenanthera colubrina var. cebil es una especie forestal nativa de América del Sur. 
Presenta una distribución amplia y disyunta que se corresponde con la distribución de los Bosques 
Tropicales Estacionalmente Secos. Para estudiar el posible efecto de los cambios climáticos del 
Pleistoceno sobre la distribución de A. colubrina var cebil se analizó la secuencia del intrón trnL del 
ADN cloroplástico en 48 individuos provenientes de las Provincias Fitogeográficas Paranaense y 
de las Yungas. Se identificó un SNP en la posición 501 que permitió definir dos haplotipos fijados cada 
uno de ellos en la región fitogeográfica de origen de los individuos. Las secuencias del intrón trnL para 
estos haplotipos fueron contrastadas con secuencias de esta región disponible en la base pública 
de datos GenBank. A partir de este conjunto de secuencias se definieron otros tres haplotipos. 
Se construyó una red para determinar las relaciones filogenéticas. Las estimaciones de distancia 
genética entre los haplotipos tomados de a pares presentaron valores entre 0 y 0,017 en tanto que 
el tiempo de divergencia entre los haplotipos presentó valores comprendidos entre 0 y 5.600.000 años, 
aproximadamente.
Palabras clave: Anadenanthera colubrina var. cebil, cambios climáticos históricos, ADN cloroplástico.
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introDucción
Los eventos históricos pueden tener efectos 
profundos sobre la distribución de la variación 
genética ya que la estructuración genética entre las 
poblaciones se encuentra influenciada tanto por el 
intercambio genético contemporáneo como por las 
relaciones ancestrales entre las mismas (Schaal, 
1998; Hewitt, 2000). Los componentes espaciales 
y temporales de la estructuración genética pueden 
ser descifrados a través de estudios filogeográficos 
(Beheregaray, 2008) debido a que ellos analizan la 
estructura genética y demográfica de las poblaciones 
de una especie en un contexto geográfico. 
Dichos estudios tienen como objetivo principal 
el entendimiento de los factores históricos que 
contribuyeron a la divergencia entre las poblaciones 
(Eckert, 2011) permitiendo explicar la evolución 
de las especies dentro de los biomas (Ramos et al., 
2007). De este modo, es posible distinguir entre 
escenarios históricos alternativos para explicar 
la distribución geográfica contemporánea de la 
variación genética (Avise, 2009).
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. 
cebil (Griseb) Altschul es una especie forestal nativa 
de América del Sur, localmente conocida como 
curupay, cebil colorado o angico, que pertenece al 
orden Fabales, familia Leguminosae, subfamilia 
Mimosoideae, tribu Mimoseae (Cialdella, 2000). 
Es una especie exclusivamente heliófita, que 
generalmente forma parte del dosel arbóreo, 
llegando a alcanzar entre 15 y 30 m de altura 
(Justiniano & Fredericksen, 1998).
A. colubrina var. cebil presenta una distribución 
amplia y disyunta, comprendiendo las provincias 
fitogeográficas Paranaense y de las Yungas 
(Cialdella, 2000). Su distribución se corresponde 
con los Bosques Tropicales Estacionalmente Secos 
(Seasoally Dry Tropical Forests-SDTFs) (Prado 
& Gibbs, 1993). Se definen tres núcleos en la 
distribución de A. colubrina var. cebil en estos 
bosques: El núcleo Caatinga, ubicado en el NE de 
Brasil, donde la especie es abundante. El núcleo 
Misiones, el cual se encuentra en el sistema de los 
Ríos Paraná y Paraguay, donde la especie es común, 
sin embargo no es dominante. En tanto que el núcleo 
Pedemonte Subandino se localiza al SO de Bolivia 
y al NO de Argentina, donde A. colubrina var. cebil 
se encuentra entre las cinco especies más comunes 
(Prado & Gibbs, 1993; Prado, 2000) (Fig. 1).
En estudios previos realizados en poblaciones 
naturales de A. colubrina var. cebil del norte 
argentino, empleando marcadores de tipo 
microsatélite, se identificó estructuración genética 
tanto en el genoma cloroplástico como en el 
genoma nuclear. Estos resultados reflejarían los 
efectos de la fragmentación histórica (Barrandeguy 
et al., 2014).
Prado & Gibbs (1993) sobre la base de un 
registro de más de 80 especies distribuidas en 
los SDTFs y antecedentes climatológicos, que 
señalan un clima seco y frío en América del Sur 
durante el Pleistoceno, postularon la hipótesis 
del Arco Pleistocénico. Esta hipótesis plantea 
que la distribución contemporánea disyunta de 
estos bosques (Fig. 1) representa remanentes 
fragmentarios de un bosque cuya distribución 
era extensa y continua durante el Pleistoceno. 
De este modo, en el Pleistoceno tardío podría 
haber ocurrido una sustitución del tipo de 
vegetación como consecuencia de la contracción 
y fragmentación de los bosques húmedos y de la 
expansión de los bosques secos.
Pennington et al. (2000) apoyan y contribuyen 
a la hipótesis del Arco Pleistocénico señalando 
la presencia en la Selva Amazónica de especies 
propias de los SDTFs, con lo cual sugieren que 
estas especies podrían haber colonizado la cuenca 
Amazónica durante el período Pleistocénico. 
Recientemente, Werneck et al. (2011) plantean 
que los efectos de las fluctuaciones climáticas del 
Cuaternario han sido sobreestimados. Estos autores 
elaboraron mapas de estabilidad de los SDTF a 
partir de modelos de paleodistribución utilizando 
variables climáticas correspondientes al último 
máximo glacial (Last Glacial Maximum-LGM), al 
Holoceno y al presente, los cuales fueron validados 
mediante registros paleopalinológicos de especies 
características de estos bosques. De este modo, 
estos autores sugieren que los SDTFs sufrieron 
una expansión en el Pleistoceno Temprano o en 
el Terciario, seguida de una fragmentación hace 
21.000 años en el LGM, pasando luego por una 
expansión secundaria en el Holoceno (6.000 años 
atrás). Sobre la base de este modelo, estos autores 
proponen cuatro refugios potenciales de estabilidad 
actual y a largo plazo: el núcleo Misiones, la región 
del Chiquitano ubicada al E de Bolivia, un refugio 
al SE del estado de Mato Grosso en Brasil y el 
núcleo Caatinga. 
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A. colubrina var. cebil es considerada la especie 
más paradigmática en los SDTFs por presentar una 
distribución amplia en los mismos. La superposición 
de su distribución con la de otras especies forestales 
ha llevado a la propuesta de una nueva región 
fitogeográfica llamada Dominio de los Bosques 
Secos Estacionales Neotropicales (Prado, 2000).
La reconstrucción histórica de los eventos 
que han operado sobre la distribución geográfica 
contemporánea de la variación genética requiere 
de la identificación de variabilidad producida por 
mutaciones en regiones de ADN que no presenten 
recombinación meiótica, es decir, identificar 
variabilidad en aquellas regiones donde la mutación 
sea su única fuente de variación (Avise, 2009). Bajo 
este marco teórico, la mayoría de estos estudios 
en las angiospermas se basan en el análisis de la 
variabilidad presente en el genoma cloroplástico 
(ADNcp) debido a que este genoma no sufre 
recombinación reteniendo, por esto, las huellas 
de su historia evolutiva en mayor proporción que 
el genoma nuclear (Ravi et al., 2008). El ADNcp 
es heredado por vía materna en la mayoría de 
las angiospermas (Corriveau & Coleman, 1988) 
determinando, por lo tanto, que el flujo de los genes 
transmitidos por esta vía ocurra sólo a través de 
la dispersión de las semillas (Ennos, 1994). De 
esta manera, los marcadores heredados por vía 
materna y dispersados únicamente por semilla 
revelan grupos genéticos distintos cuyo origen 
puede asociarse a procesos históricos (Petit & 
Vendramin, 2007; Tollefsrud et al., 2009) siendo 
Fig. 1: Distribución geográfica contemporánea de Anadenanthera colubrina var. cebil: 1) Núcleo Caatinga, 
2) Núcleo Misiones y 3) Núcleo Pedemonte Subandino. Imagen adaptada desde Prado & Gibbs (1993).
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el análisis de la variación genética del ADNcp 
una herramienta adecuada para la reconstrucción 
de eventos demográficos, tales como expansión y 
contracción poblacional, migración y colonización 
(Ramos et al., 2009). Así, los eventos demográficos 
podrían explicar la distribución geográfica 
contemporánea de la distribución de la variación 
genética. Sin embargo, los estudios filogeográficos 
en plantas son difíciles de desarrollar, debido a 
que la evolución del genoma cloroplástico es lenta 
(Petit & Vendramin, 2007).
En este trabajo se estudió el posible efecto de 
los cambios climáticos del Pleistoceno sobre la 
distribución de A. colubrina var cebil caracterizando 
la variabilidad genética cloroplástica y definiendo 
haplotipos a partir de los cuales se determinaron 
las relaciones filogenéticas y se estimó el tiempo 
aproximado de divergencia. 
materiales y métoDos
Area de estudio y metodología de muestreo
Se colectaron hojas jóvenes de 48 individuos 
localizados en las provincias fitogeográficas 
Paranaense y de las Yungas. En la provincia 
fitogeográfica Paranaense se consideraron las 
poblaciones Candelaria (27° 26’ 58,200” S, 55° 
44’ 20,220” O) y Santa Ana (27° 25’ 55,920” S, 
55° 34’ 16,680” O). Por su parte, en la provincia 
fitogeográfica de las Yungas se consideraron las 
poblaciones: Horco Molle (26° 47’ 26,100” S, 
65° 18’ 58,140” O), Calilegua (23° 45’ 15,012” S, 
64° 51’ 12,996” O), Guasayán (28° 08’ 13,880’’ 
S, 64° 49’ 27,580’’ O) y Catamarca (28° 1’ 
1,595’’ S, 65° 41’ 54,888’’ O). El muestreo se 
realizó considerando 8 individuos adultos en 
cada población, ubicados a una distancia de 
separación mínima de 20 metros. Los individuos 
fueron geo-referenciados mediante el sistema de 
posicionamiento global (GPS). Muestras de estos 
individuos fueron depositadas en el herbario del 
Museo de Ciencias Naturales de la Universidad 
Nacional de Salta.
Obtención del intrón trnL en A. colubrina var. cebil
Se analizó la secuencia del intrón trnL del 
ADNcp dado que fue utilizado en estudios previos 
realizados en otras leguminosas (Ribeiro et al., 
2011). Para su amplificación se emplearon los 
cebadores universales descriptos por Taberlet et 
al. (1991), autores que describen este intrón en el 
genoma cloroplástico de Nicotiana tabacum.
El ADN genómico total fue extraído utilizando 
el protocolo descripto por Steiner et al. (1995) y 
modificado por García et al. (2007). La calidad y 
cantidad del ADN fue verificada en geles de agarosa 
al 1%. El intrón trnL se amplificó mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en un 
volumen final de 30 μl empleando 1X de Buffer de 
ClK, 2 mM de Cl2Mg, 0,2 mM de cada dNTP, 0,6 
µM de cada cebador (sentido y antisentido), 1U de 
Taq Polimerasa y 0,6 ng de ADN. Las condiciones 
de ciclado fueron: desnaturalización inicial a 94°C 
por 4 min, seguida de 35 ciclos de: desnaturalización 
a 94°C por 1 min, hibridación a 58°C por 1 min, 
elongación a 72°C por 1 min, y una elongación final 
a 72°C por 10 min utilizando un termociclador marca 
Techne. Los productos de amplificación fueron 
purificados aplicando un protocolo de precipitación 
con polietilenglicol (PEG).
Las secuencias sentido y antisentido de cada 
individuo fueron controladas y editadas a mano 
para minimizar errores utilizando el programa 
Chromas Lite 2.01. Los alineamientos de múltiples 
secuencias se realizaron empleando el programa 
Clustal X (Thompson et al., 1997). Las secuencias 
obtenidas fueron comparadas con secuencias 
existentes en la base pública de datos GenBank 
utilizando el algoritmo BLAST para corroborar 
que los amplicones obtenidos corresponden al 
intrón trnL. 
Búsqueda de secuencias del intrón trnL de A. 
colubrina en la base pública de datos GenBank
Se seleccionaron secuencias del intrón 
trnL con un 99% de identidad pertenecientes 
a Anadenanthera colubrina con el objeto de 
incrementar los niveles de variación genética 
a ser analizados. La información disponible en 
la base pública para cada una de las secuencias 
incorporadas fue enriquecida mediante consultas 
a los diferentes herbarios donde se encuentran 
alojados los ejemplares.
Análisis estadístico de los datos
Se identificaron polimorfismos de nucleótido 
simple (SNPs) y de tipo indels y mediante la 
combinación de las variantes polimórficas se 
definieron los haplotipos correspondientes.
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Para cuantificar la variabilidad genética se estimó 
el número medio de diferencias nucleotídicas entre 
secuencias mediante la ecuación: k = Σmi=1hi donde, 
m es el número total de posiciones nucleotídicas 
(incluyendo las monomórficas, pero excluyendo los 
sitios con indels), h es la heterocigosis en el sitio i, 
la cual toma valores entre 0 – 0,5 y se calcula como: 
hi = [n/(n-1)][1-Σ
4
j=1 x
2
ij] donde, n es el número de 
secuencias analizadas y xij es la frecuencia relativa 
de la variante nucleotídica j (j = A, C, G o T) en el 
sitio i (Rozas, 2009).
Para determinar las relaciones filogenéticas entre 
los haplotipos se construyó una red empleando el 
algoritmo Median-Joining (MJ) (Bandelt et al., 
1999). Este análisis fue realizado empleando el 
programa Network versión 4.611 (Forster et al., 
2001). 
Se estimó el tiempo de divergencia entre los 
haplotipos mediante la ecuación: T = dA/2μ donde, 
dA es la distancia genética entre secuencias y 
µ es la tasa de substitución por sitio (Ribeiro 
et al, 2011). Dado que se estima que la tasa de 
mutación nucleotídica por año en angiospermas 
fluctúa entre 1 x 10-9 y 3 x 10-9 (Provan et al., 
1999) para este trabajo se consideró un valor de 
2 x 10-9. Para estimar la distancia genética (dA) 
entre los haplotipos se aplicó el modelo Kimura 
2-parámetros (Nei & Kumar, 2000) empleando el 
programa Mega versión 5 (Tamura et al., 2011). 
Luego mediante cálculo manual se obtuvo el valor 
del tiempo de divergencia T.
resultaDos
Las secuencias obtenidas tuvieron una longitud 
promedio de 600 pb y presentaron un alto 
contenido de AT (63,7%), tal lo esperado en 
los genomas cloroplásticos (Ravi et al., 2008). 
Mediante la comparación con las secuencias de la 
base pública de datos GenBank se estableció que 
dichas secuencias corresponden al intrón trnL, lo 
cual permitió su inclusión en dicha base de datos 
(KF787090).
Se obtuvo una secuencia consenso para cada 
individuo resultante del alineamiento de las 
secuencias sentido y antisentido. El alineamiento 
de la totalidad de las secuencias obtenidas 
permitió identificar un SNP en la posición 501, 
originado por una transición G – A. Este SNP 
definió dos haplotipos: Haplotipo Parananense 
(HP), portado por los individuos provenientes 
de la provincia fitogeográfica Paranaense, el 
cual presenta el nucleótido A en la mencionada 
posición, y el haplotipo Yungas (HY), portado 
por los individuos provenientes de la provincia 
fitogeográfica de las Yungas, el cual porta el 
nucleótido G en dicha posición.
Se hallaron tres secuencias del intrón trnL 
pertenecientes a A. colubrina a partir de la búsqueda 
en la base pública de datos GenBank (Tabla 1).
El alineamiento de las secuencias para los 
haplotipos HP y HY con las tres secuencias halladas 
en la base pública de datos definió un fragmento 
de 537 pb. A lo largo de dichas secuencias 
alineadas se identificaron 14 sitios polimórficos: 
tres transiciones, siete transversiones y cuatro 
indels (Tabla 2). Siendo mayor la ocurrencia de 
transversiones (50%) que de transiciones (21%). 
El número medio de diferencias nucleotídicas entre 
las secuencias fue de 4 y la heterocigosis por sitio 
fue de 0,4. A partir de este conjunto de secuencias 
alineadas se definieron otros tres haplotipos: 
Bolivia (HBo), Brasil (HBr) y Salta (HS) (Tabla 2).
En la red construida para determinar las 
relaciones filogenéticas entre los haplotipos la 
posición central fue ocupada por HY mientras que, 
los haplotipos HP, HBo y HBr, se diferenciaron de 
HY por un único evento mutacional, consistiendo 
estas diferencias en una transición para el primer 
caso, un indel para el segundo y una transversión 
para el tercero. Mientras que el haplotipo HS se 
diferenció de HY por 11 eventos mutacionales 
(3 indels, 6 transversiones y 2 transiciones) 
localizándose en una posición distal al resto de los 
haplotipos (Fig. 2).
Las estimaciones de distancia genética entre 
los haplotipos tomados de a pares presentaron 
valores entre 0,000 y 0,017 en tanto que el tiempo 
de divergencia entre los haplotipos presentó valores 
comprendidos entre 0,000 y 5.600.000 años, 
aproximadamente (Tabla 3).
Discusión
El intrón trnL presenta universalidad entre las 
especies vegetales, desde algas hasta gimnospermas 
y angiospermas, por lo cual ha sido extensamente 
utilizado en estudios filogeográficos y filogenéticos. 
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Esta universalidad puede ser explicada debido a que 
las regiones intrónicas se encuentran flanqueadas 
por regiones codificantes altamente conservadas 
(Haider, 2011).
La variabilidad genética del intrón trnL en las 
secuencias analizadas fue moderada considerando 
la baja tasa mutacional del genoma cloroplástico, 
la cual ha sido estimada como 20 veces 
menor que la del genoma mitocondrial animal 
(Palmer et al., 1988). La elevada frecuencia de 
transversiones (50%), a pesar de que las mismas 
presentan una menor probabilidad de ocurrencia 
desde el punto de vista estereoquímico, podría 
explicarse debido a la existencia de una correlación 
entre la proporción transición/transversión y la 
composición de los nucleótidos adyacentes en 
las regiones no codificantes. Se demostró que los 
nucleótidos flanqueados por A o por T presentan 
una tendencia significativa hacia las transversiones 
(Kelchner, 2000), por lo tanto, dado que el genoma 
cloroplástico es rico en nucleótidos A y T pueden 
resultar frecuentes las transversiones en este 
genoma.
El nivel de polimorfismo se reflejó en la red de 
haplotipos, la misma representa gráficamente las 
relaciones entre ellos basándose en los eventos 
mutacionales ocurridos. El haplotipo HY, portado 
por los individuos pertenecientes a la provincia 
fitogeográfica de las Yungas, se encuentra en el 
centro de la red y comparte la mayor cantidad 
de conexiones con los haplotipos restantes. Sin 
embargo, debido a que la realización de esta 
red no incluyó frecuencias haplotípicas, no es 
posible confirmar las relaciones de ancestralidad 
Tabla 1: Secuencias del intrón trnL del ADNcp de A. colubrina disponibles en la base pública de datos 
GenBank.
Número de 
Acceso en 
Genebank
Cobertura Identidad1 Voucher del Herbario
Localidad de 
la Muestra Geoposición Herbario Referencia
AF278481.1 100% 99% 845 (E) Valle del Río 
Boopi, La 
Paz, Bolivia
16°17’ S 67°22’ O Real Jardín 
Botánico de 
Edimburgo
Luckow et 
al. (2003)
AF522947.1 100% 99% K000090376 Canto do 
Burití, Brasil
8°6’ S 42°56’ O Jardín Botánico 
Real de Kew, 
Londres, 
Inglaterra
Luckow et 
al. (2003)
DQ344571.1 92% 99% RHF 7583 Departamento 
General José 
de San Martín 
Salta, Argentina
22°11’ S 63°21’ O Herbario del 
Instituto de 
Recursos 
Biológicos, 
INTA, Argentina
Bessega et 
al. (2008)
       
1Identidad: Porcentaje de nucleótidos iguales entre dos secuencias en una misma posición del 
alineamiento.       
Tabla 2: Sitios polimórficos en la totalidad de las secuencias analizadas.
Número de 
Acceso en 
Genebank
Haplotipo Nro. de Individuos Localidad Núcleo SDTF
0 0 0 1 1 2 2 3 5 5 5 5 5 5
1 2 3 3 5 7 9 4 0 1 2 3 3 3
0 0 1 9 3 0 6 2 1 1 9 0 3 4
- HP 16 Paranaense Misiones A T A C C - - A A A A A C C
KF787090 HY 32 Yungas Pedemonte . . . . . - - . G . . . . .
AF278481.1 HBo 1 Bolivia Pedemonte . . . . . C - . G . . . . .
AF522947.1 HBr 1 Brasil Caatinga . . . . . - - C G . . . . .
DQ344571.1 HS 1 Salta Pedemonte - G G - G - C . G G C T G G
             
(.) bases idénticas; (-) deleciones.   
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existentes entre ellos. La posición distal de HS, 
como consecuencia del elevado número de 
pasos mutacionales, no presenta relación con 
la distancia geográfica entre los individuos 
que portan los haplotipos de referencia. Esta 
observación no puede ser explicada desde los 
resultados de este trabajo, sin embargo deja 
planteado un interrogante a resolver en futuros 
estudios los cuales deberían incluir mayor número 
de individuos provenientes de este sitio.
Los cambios climáticos pueden alterar el 
equilibrio demográfico (Hewitt, 2000) siendo una 
de sus posibles consecuencias la expansión del área 
de distribución de una especie (Excoffier & Ray, 
2008), conllevando cambios en el acervo génico 
de sus poblaciones (Lehe et al., 2012). Estudios 
teóricos muestran que la diversidad genética en las 
poblaciones en expansión disminuye a medida que 
aumenta el área de distribución, como resultado 
de efectos fundadores sucesivos (Excoffier & Ray, 
2008), debido a que el acervo génico disponible 
para la nueva población es proporcionado sólo 
Fig. 2: Red de haplotipos y distribución geográfica de los mismos. Las áreas sombreadas corresponden 
a los núcleos SDTFs a los que pertenecen las poblaciones de los individuos analizados.
Tabla 3: Comparaciones de a pares entre los haplotipos.
HP HY HBo HBr HS
HP - 0,002 0,002 0,004 0,017
HY 666.666,67 - 0 0,002 0,015
HBo 666.666,67 0 - 0,002 0,015
HBr 1.333.333,33 666.666,67 666.666,67 - 0,017
HS 5.666.666,67 5.000.000,00 5.000.000,00 5.666.666,67 -
Por encima de la diagonal se indican las distancias genéticas y por debajo se indican los tiempos estimados 
de divergencia. 
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por unos pocos individuos (Hallatschek & Nelson, 
2008).
Al ubicar la distribución de los haplotipos 
HY y HP sobre el mapa de paleodistribución 
propuesto por Werneck et al. (2011), se observa que 
éstos quedan ubicados en áreas inestables de baja 
probabilidad de ocurrencia de los SDTFs durante el 
Pleistoceno (Fig. 3). Así, debido a esta disposición 
de los haplotipos, podría inferirse que estas áreas 
fueron colonizadas con posterioridad al LGM. Cabe 
recordar que, según Werneck et al. (2011), las áreas 
inestables habrían sido colonizadas recientemente, 
y por lo tanto deberían retener las huellas genéticas 
de las expansiones poblacionales pasadas lo cual 
explicaría la baja variabilidad genética presente 
entre ambos haplotipos.
En relación a los tiempos de divergencia 
estimados y considerando que el Pleistoceno tuvo 
su inicio 2,6 millones de años atrás, la separación 
entre los núcleos Misiones y Caatinga podría 
haber ocurrido durante ese tiempo al igual que la 
separación entre los núcleos Misiones y Pedemonte 
Subandino. Estas observaciones concuerdan con 
los resultados empíricos obtenidos desde diferentes 
enfoques metodológicos (Caetano et al., 2008; 
Werneck et al., 2011).
A pesar de los elevados niveles de biodiversidad, 
el conocimiento de los patrones filogeográficos y 
genéticos en el Neotrópico es deficiente comparado 
con el conocimiento que se tiene de las regiones 
templadas. Además, dentro del Neotrópico, 
la mayoría de los estudios filogeográficos se 
concentran en las regiones neotropicales húmedas 
de estos bosques, mostrando una variedad de 
patrones históricos complejos en respuesta a las 
fluctuaciones climáticas (Cavers et al., 2003; Ramos 
Fig. 3: Distribución de los haplotipos HY (▲) y HP (●) en el mapa de paleodistribución propuesto por 
Werneck et al. (2011) para el Pleistoceno. En colores claros se representan las áreas de baja 
probabilidad de ocurrencia de los SDTFs mientras que los colores oscuros representan áreas 
estables de alta probabilidad de ocurrencia de los SDTFs.
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et al., 2007). Caetano et al. (2008) realizaron un 
estudio filogeográfico en Astronium urundeuva, una 
especie de los SDTFs, analizando dos regiones no 
codificantes del ADNcp en individuos provenientes 
de los núcleos Caatinga, Misiones y Pedemonte 
Subandino. En dicho estudio se identificaron cinco 
haplotipos que no presentaron una distribución 
geográfica aleatoria. Los núcleos Caatinga y 
Pedemonte Subandino presentaron cada uno de 
ellos un haplotipo característico fijado mientras que 
el núcleo Misiones presentó tres haplotipos.
El tiempo de divergencia estimado entre los 
haplotipos pertenecientes a individuos de A. 
colubrina var. cebil provenientes de los núcleos 
Caatinga y Misiones fue de 1.300.000 años, 
aproximadamente. En tanto que el tiempo de 
divergencia entre los haplotipos de individuos 
provenientes de los núcleos Misiones y Pedemonte 
Subandino fue de 600.000 años, aproximadamente. 
Estos resultados concuerdan con la propuesta 
realizada por Naciri et al. (2006) quienes mediante 
estudios filogeográficos clásicos en A. urundeuva, 
basándose en la topología de la red y en los niveles 
de polimorfismo, propusieron que las poblaciones 
del núcleo Pedemonte Subandino localizadas en 
el norte argentino son resultado de la expansión de 
las poblaciones del núcleo Misiones localizadas en 
Paraguay. De la misma manera, el mayor tiempo de 
divergencia entre los haplotipos de los individuos 
provenientes de los núcleos Misiones y Caatinga 
concuerdan con la propuesta de Caetano et al. 
(2008), quienes proponen un aislamiento antiguo 
entre las poblaciones de los núcleos Misiones y 
Pedemonte Subandino en relación a las del núcleo 
Caatinga.
Por su parte, dentro del núcleo Pedemonte 
Subandino, el tiempo de divergencia entre HY y 
HBo tomó un valor de cero, correspondiéndose con 
una distancia genética nula. El modelo Kimura 
2-parámetros, empleado para el cálculo de la 
distancia genética, no considera las mutaciones 
de tipo indels subestimando, de esta manera, la 
distancia genética entre ellos y como consecuencia 
el tiempo de divergencia no puede ser establecido.
La distribución contemporánea de la variación 
genética del intrón trnL en A. colubrina podría 
asociarse a la distribución discontinua de la especie. 
La separación histórica conduce a la acumulación 
de mutaciones, aunque se requiere de un largo 
periodo de tiempo desde la coalescencia para que 
dos regiones de ADN no recombinantes muestren 
grandes diferencias en sus secuencias nucleotídicas 
(Avise, 2009). De esta manera, la distribución 
contemporánea de la variación genética de este 
intrón podría estar reflejando signos de divergencia 
histórica entre los núcleos de distribución de A. 
colubrina.
conclusiones
El análisis de la región trnL en A. colubrina 
permitió detectar diferencias genéticas entre 
los núcleos de distribución de esta especie y 
contextualizarlas en un marco temporal. Las 
diferencias genéticas observadas resultarían de 
divergencia histórica asociada a diferentes eventos 
de expansión - fragmentación ocurridos durante la 
evolución de los SDTFs.
Este trabajo constituye una aproximación previa 
a un estudio filogeográfico el cual contribuiría al 
entendimiento del efecto de los cambios climáticos 
históricos sobre la distribución geográfica de una 
especie de los SDTFs. 
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